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COMMUNICATIONS 
Possibilité d'emploi du Test de Coombs 
à un tube sur sérum chauffé 10 minutes-69°5 
en sérologie antibrucellique bovine et ovine. 
Etude comparative avec le· S-. A. W. en eau salée 
à 50/ 1.000 de NaCI 
Par LE PENNEC (J.) 
Nous avons par ailleurs précisé que le mode de chauffage des 
sérums bovins pouvait être de 10' entre 65° et 69° 5 mais que dans 
un souci de maintenir au test sa spécificité, 69-69° 5 étaient préco­
nisés. Nous retenions sur les bovins cette technique comme supé­
rieure au S. A. W. en raison de la plus grande proportion de sérums 
sortis : 150 à 170 pour 100 S. A. W positifs et à la déviation du 
complément parce qu'elle n'exige qu'un tube et qu'elle ne pose 
pas le problème des anticomplémentaires. 
Nous avons repris cette technique sur les ovins en définissant 
la température de chauffage à utiliser et sur les bovins mais en 
la comparant au S.A.W en eau salée à 50/1.000. 
Préparation du lapin producteur de sérum à l' antiglobuline oCJine. 
Comme pour les bovins, lapin de 3 à 4 kg, pool sérique frais 
de six ovins. Injection intraveineuse tous les 4 jours, huit fois, de 
0,5 ml de sérum et en même temps, alternativement, injection 
intramusculaire ou intrapéritonéale de 0,5 ml de ce pool. L'animal 
est laissé 4 à 5 jours sans injection et mis à la diète hydrique 24 à 
36 heures avant la saignée. 
ConserCJation du sérum : Obtenu après 24 heures et mis aussitôt en 
surgélation à - 40°, il n'est décongelé que juste avant son utilisa­
tion. 
Principe de la réaction : La classique dilution au 1/5 sérique a été 
retenue comme sur les bovins où nous avons pu montrer compara­
tivement à la déviation du complément qu'à la limite inférieure 
de la positivité, on ne pouvait savoir si la dilution à utiliser était 
au 1/4, au 1/5 ou au 1/6. 
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N'intervient dans la réaction qu'une quantité constante d'anti­
gène qui forme, puisqu'il est titré pour pouvoir positiver la plus 
petite quantité d'anticorps, un complexe antigène anticorps. 
L'excès d'anticorps en cas d'hyperpositivité du sérum est rejeté par 
des lavages du complexe et l'agglutination des anticorps monova­
lents, bloquants thermosta_bles, avec une quantité d'antiglobuline 
à dilution convenable se formera nécessairement puisqu'il n'y aura 
pas possibilité de voir apparaître un phénomène de zone. 
Ainsi peut être réduit à un tube, le nombre de tubes nécessaire. 
Recherche de la température de chauOage : Comme pour les bovins, 
nombre de sérums positifs au S. A. W à frais ont été chauffés à 
60, 62, 64, 66, 68, 70° pendant 10 minutes. Ils possédaient encore 
des anticorps thermolabiles, bivalents et pouvaient être positifs 
au S. A. W jusqu'à 66° mais jamais à 68°. · 
Pour l'étude des anticorps thermostables, les chauffages s'éche­
lonnaient de 66 à 76°. La limite extrême de résistance s'est située 
à 76°. Les anticorps du plus grand nombre de sérums allaient 
jusqu'à 74° mais J'un d'entre eux était négatif à no. 
Nous avons retenu comme la meilleure température de chauffage 
69-69° 5, température où jamais les anticorps bivalents ne résistent 
et où les anticorps monovalents ne sont pas altérés. 
Titrage de l' antiglobuline sérique : La technique utilisée est la 
même que celle retenue pour la réaction. 
Des dilutions successives d'un sérum, S. A. W positif à frais, 
chauffé à 69°5, dont la production du complexe antigène-anticorps 
a été réalisée, sont mis en présence des dilutions d'antiglobuline 
en eau physiologique. 
Antiglob. 1/200 1/300 1/400 1/500 1/600 1/800 1/1200 1/1600 
Sérum 
1/40 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
1/80 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
1/160 ++++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ +++ 
1/320 - 1 - - 1 - - - - -
Pour la réaction, deux unités sous un ml de lap lus grande dilution 
d'antiglobuline agglutinant à + + + + la plus grande dilution 
sérique sont utilisées ce qui, dans ce titrage, correspondra à une 
dilution au 1/250. 
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Technique : Les tubes retenus ont 8 mm de diamètre intérieur 
et 7 cm de long. Les sérums au 1/5 sont chauffés 10 mn à 69°5. 
Leur est ajouté 0,5 ml d'antigène pour séro-agglutination lente. 
Etuve ou bain-marie à 37°, deux heures. 
1er lavage avec 2 ml d'eau physiologique - centrifugation 10 mn/ 
3.000 tours/minute - agitation du culot avec la goutte restant 
dans le tube, après rejet du surnageant, pour le remettre en suspen­
sion. 
2e opération similaire. 
3e opération identique mais où· les tubes retournés sont parfaite­
ment séchés. La mise en suspension du culot par agitation est 
faite après apport de 0,1 ml de la dilution d'antiglobuline définie. 
Ce1le-ci réalisée, 0,9 ml de cette même dilution d'antiglobuline est 
ajoutée et les tubes sont mis à l'étuve à 37°. La positivité est retenue 
à + + + + le lendemain matin. 
Des portoirs de 40 tubes, centrifugeables par série de quatre, 
munis d'une plaque de caoutchouc percée de trous enserrant 
chaque tube permettent de manipuler et de vider les 40 surna­
geats à la fois. Ainsi, en prophylaxie courante, un manipulateur 
peut facilement faire 480 sérologies par jour, surtout quand les 
pipetages de 0,1 ml de sérum sont effectués à la seringue automa­
tique sur l'embout de laquelle on met à chaque sérum un tuyau de 
plastisol de 3 mm de diamètre. 
Résultats : Nous avons contrôlé : 2 élevages de brebis (le premier 
de 124 peu infectées, non vaccinées, le second de 270 infectées et 
vaccinées) et 166 sérums de bovins provenant dans leur très grande 
majorité de vaches avortées. 
L'étude comparative a été faite au S. A. W en eau salée à 50/1.000. 
Troupeau bovin : 10 S. A. W négatifs se sont positivés. 
1 S. A. W + + 1/80 s'est négativé. 
Ovins : 1er troupeau, 4 S. A. W négatifs se sont positivés. 
2e troupeau, 126 S. A. W négatifs se sont positivés. 
La ]imite de positivité au S. A. W est arrêtée à + + 1/20. 
Commentaires: Au S. A. W sur un troupeau de moutons, la posi­
tivité dépend du nombre et de l'intensité des réactions. Des réac­
tions peu nombreuses et ne dépassant pas 3 p. 100, si leur taux ne 
dépasse pas + + + + 1/20, peuvent faire envisager l'éventualité 
de réactions atypiques. Quand elles sont nombreuses et que parmi 
elles certaines dépassent 1/40, il faut considérer comme positive 
toute réaction à partir de + + + + 1/10. · 
Au Coombs, le doute est levé en ce qui concerne les réactions 
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atypiques, ainsi il apparaît que sur les bovins comme sur les ovins, 
toute positivité au Coombs au 1/5 doit être retenue. 
Nos études antérieures sur les bovins (avec les S. A. W à 8,5/1.000 
de NaCl) donnaient : 150 Coombs +pour 100 S. A. W + 1 p. 100 
d'agglutinines non spécifiques. 
Avec le S. A. W à 50/1.000 de NaCl nous avons: 59 Coombs + 
pour 49 S. A. W + 0,6 p. 100 d'agglutinines non spécifiques. 
Sur les moutons avec le" S. A. W à 50/1.000 
le 1er lot donne : 11 Coombs + pour 7 S. A. W positifs, 
le 2e lot : 183 Coombs + pour 57 S. A. W positifs. 
Bovins. En respectant les proportions, si l'on ramène dans ce tra-
vail le nombre de S. A. W positifs à 100 et celui des Coombs à 
120, il est patent que les positivités obtenues au S. A. W à 50/1.000 
sont supérieures à celles obtenues en eau Physiologique à 8, 5/1.000 
comparativement au Coombs. 
Ovins : 1er lot : La réaction de Coombs étant spécifique, pour les 
4 négatifs au S. A. W sortis positifs au Coombs, sans doute s'agit-il 
d'inf ectés chroniques. Il est indéniable que ces 11 Coombs positifs 
doivent être séparés des autres qui pourront être éventuellement 
vaccinés. 
2e lot : il est plus difficile de discuter sur ce troupeau vacciné. 
Remarquable est le nombre de S. A. W normalement retenus 
comme négatifs qui se positivent au Coombs. Sur ce lot, la mise en 
évidence des anticorps bloquants est importante. 
La production des différentes catégories d'anticorps suit-elle les 
mêmes règles que sur les bovins ? 
Peut-on se poser la question de savoir si Melitensis n'est pas 
productrice d'une plus grande quantité d'anticorps bloquants 
que les autres variétés de Brucellés ? Il ne le semble apparemment 
pas si l'on se reporte au Lot N° 1. 
Sur ce troupeau vacciné et très infecté, outre qu'il y a un grand 
nombre de brucelliques chroniques (S. A. W �, Coombs + ), les 
vaccinations perturbent le tableau sérologique. 
Tous ces animaux, Coombs positifs, sont-ils la résultante du 
contrôle imparfait du S. A. W qui, autorisant la vaccination de 
sujets catalogués négatifs mais infectés chroniques (Coombs + 
ignorés), a couplé la sollicitation antigénique vaccinale et infec­
tieuse et accru, comme chez les bovins, la persistance et le taux 
des anticorps bloquants supérieurs à ceux des bivalents quand 
il y a réveil des anticorps infectieux ? 
Résumé : Une technique de Coombs sur un tube est décrite : 
Chauffage du sérum au 1/5, 10 mn à 69°5. Elle permet de déceler 
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sur les bovins et les ovins un plus grand nombre d'animaux réagis­
sants. Elle doit être mise en œuvre avant la vaccination car elle 
permet d'éliminer les infectés chroniques négatifs au S. A. W 
(<++ 1/20). 
En général, les anticorps thermostables de brebis ont une limite 
de thermostabilité supérieure (74°) à celle des bovins (72°). 
Si l'eau salée à 50/1.000 de NaCl réduit le phénomène de pro­
zône au S. A. vV, elle ne change rien au problème des anticorps 
bloquants, thermostables, spécifiques ni sur les bovins, ni sur 
les ovins où ils paraissent avoir la prédominance. 
(Laboratoire vétérinaire départemental 
de la Vendée). 
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· · DISCUSSION 
M. GIRARD. - Pendant combien de temps M. LE PENNEC chauffe-t-il 
des sérums à 65° ? 
M. DRtEux. - Il les chauffe à 69°5 pendant 10 minutes. 
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M. GIRARD. - Les sérums coagulent généralement à 50°. Quand nous les 
chauffons au-dessus de 50°, il se produit souvent des coagulations. Je suis 
étonné par cette température. 
M. NICOL. - Il y a un correctif à apporter. Si M. LE PENN EC place ses 
sérums au bain-marie pendant 10 minutes à 65°, les sérum3 n'atteignent pas 
65°, sinon ils coaguleraient, comme vient de le dire M. GIRARD. Nous avons 
fait des essais autrefois lorsque l'on parlait de tyndallisation, et nous nous 
sommes aperçus que lorsque l'on chauffait un flacon de 5 litres pendant 
1 heure à 63°, cette températu e, en fin d'opération, à cœur du liquide, n'était 
pas atteinte. M. LE PEN Ec peut mettre ses tubes au bain-marie à une 
température de 65°, mais s'il place un thermomètre au cœur du liquide, il 
n'obtient certainement pas 65°, et heureusement, sinon il aurait une coagu-
lation. 
· 
M. DRIEUX. - Préalablement à ce chauffage à 69°5, le sérum est dilué au 
1/5e. Est-ce que cette dilution peut avoir une importance ? 
M. NICOL. - Sûrement; c'est tout de même risqué. 
M. DRIEU X. - D'après ce qu'il expose, M. LE PEN NEC a même trouvé 
certains sérums qui, à cette dilution au 1;5e pouvaient être chauffés impu­
nément jusqu'à 74°. Naturellement, il ne retient pas cette valeur, il s'en 
tient à la valeur de 69°5 comme étant un optimum pour ne conserver que les 
anticorps brucelliques. 
M. THIEULIN. - Il me paraît indispensable, en raison de ce qui vient 
d'être dit, que les modalités expérimentales ,soient précisées : quelle est la 
dimension ? L'épaisseur du tube ? Le tube est-il agité ? La température 
est-elle prise à l'intérieur ? 
Je suis bien placé pour savoir que dans toutes les controverses qui ont eu 
lieu concernant la destruction du bacille de Koch dans le lait, quand on 
approfondissait les méhodes, on s'apercevait que tout le monde avait raison, 
en ce sens que les conditions expérimentales n'étaient pa5 précisées. 
Je crois qu'il est très important dans ce domaine que des précisions très 
grandes soient données. 
M. NouvEL. - D'une façon très générale, un temps d'immersion de 
10 minutes est insuffisant pour garantir un équilibre isothermique entre un 
bain-marie et la substance qui y est immergée. Le volume du liquide immergé 
et la nature de la paroi des tubes sont des facteurs qui ne peuvent être négli­
gés qu'après une durée d'immersion suffisante. 
Il semble a priori que pour assurer la constance des effets chimiques du 
chauffage, il y ait intérêt à en accroître la durée, même si l'on doit, si cela 
apparaît nécessaire, abaisser le niveau thermique du bain-marie. 
M. NICOL. - Pour la normalisation de la réaction, il serait souhaitable de 
placer les tubes dans un agitateur et les mettre au bain-marie à plus basse 
température, soit une température que l'on peut atteindre sans avoir à 
redouter la coagulation. 
M. BRIO . - Ce qui semble essentiel dans cette note, c'est que le test de 
Coombs semble détecter des animaux brucelliques qui ont échappé à la 
séro-agglutination. Mais alors se pose la question de la spécificité du test 
de Coombs. L'auteur a-t-il contrôlé cette spécificité ? Autrement dit, quelle 
preuve apporte-t-il que les sujets ayant une séro-agglutination négative et 
un test de Coombs positifs sont bien brucelliques ? 
3. 
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M. THIEULIN. - On pourrait aller plus loin et dire: jusqu'à quel taux de 
séro-réaction positive l'animal est-il brucellique ? Autrement dit, accroître 
la sensibilité, c'est à mon sens accroître la marge d'erreur. 
M. DR1Eux. - C'est possible. Plus on met en œuvre une réaction sensible 
plus on risque de faire déclarer positifs des animaux qui ne le sont pas. Ils 
réagissent mais ils ne sont pas forcément positifs. 
M. SENTHILLE. - Il ne semble pas que l'intérêt principal de la méthode de 
Coombs réside dans le fait qu'elle permet de différencier les animaux, de 
déceler les animaux qui, selon la méthode classique de Wright, ne donneraient 
pas de réactions positives. Vous savez que par la circulaire du 9 juin 1955 
nous avons fixé en France les normes d'interprétation de la réaction. Nous 
avons dit à ce stade que devaient être considérés comme positifs les bovins 
qui, avec des antigènes de Montpellier donnaient une réaction de + ... 
c'est-à-dire 50 pour une positivité au 1/40. C'est assez sévère, mais nous 
avons vu que la directive de la Communauté Economique Européenne de 
Bruxelles de juin 1955 a confirmé ces données très exactement : 30 unités 
internationales correspondent à 1/40 de plus avec Je sérum international de 
l'antigène de Montpellier. 
Je pense donc que le principal intérêt de l'emploi de la technique de 
Coombs qu'a très bien définie M. LE P ENNEC et que M. DRrnux a rapportée 
excellemment n'est pas tellement de déceler les animaux que le séro-diagnos­
tic ne trouverait pas positif, mais de différencier les anticorps dus à la vacci­
nation des anticorps dus à l'infection. S'il en était ainsi, le doute plane sur 
cette question, ce serait très intéressant parce que Je problème va se poser 
de reconnaître si, parmi les réagissants, certains animaux ne guérissent pas 
parce qu'ils ont été vaccinés, la plupart en France, avec la souche B. 19. Je 
crois que l'auteur de la communication ne répond pas à cette question. 
Un deuxième point sur lequel l'auteur a parfaitement raison c'est sur la 
nécessité d'utiliser non pas de l'eau physiologique à 2/1.000, mais de l'eau à 
50/1.000 parce que l'on évite de ce fait les phénomènes de zone qui se produi­
sent dans les premiers tubes. 
M. N 1 c oL. - Dans son titre, M. LE P ENNEC emploie le terme cc anticorps 
thermostables >l. Ce n'est pas valable. En effet, on peut retrouver des anticorps 
dans des sérums qui sont déjà coagulés en partie, qui donc ont déjà été 
chauffés au-dessus de 65° ; à ma connaissance, il n'y a pas d'anticorps qui 
soient détruits à cette température. Je puis vous citer le cas de sérums qui 
nous sont venus d'Ethiopie. On suppose qu'ils avaient passé un temps assez 
long sur l'aire d'atterrissage d'un avion exposé au soleil; ils ont été chauffés, 
les embouts nous sont revenus absolument coagulés, on a rebroyé le coagulat, 
les anticorps y étaient toujours. Par conséquent il n'y a pas, particulière­
ment dans ce cas, un anticorps thermostable. Je n'en connais pas un qui en 
supporte pas la température de 60° pendant un certain temps. On dirait 
thermostable s'il avait subi une température beaucoup plus élevée. 
